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(54) Vorrichtung zur Behandlung von Biomolekulen 

(57) Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung (1) zur 
Behandlung von Biomolekulen, insbesondere zur Isolie- 
rung von Nucleinsauren. mit einer Trennsaule (2), die 
einen obensertigen EinlaB und einen untenseitigen Aus- 
laB (7) aufweist und in der eine Trenneinrichtung (8) 
angeordnet ist und mit einem AuffanggefaB (11) zum 
Auffangen der aus dem AuslaQ (7) austretenden FIOs- 
sigkert. Sie ist dadurch gekennzeichnet. da8 das Ver- 
haitnis von Innenvolumen der TrennsSule (2) oberhalb 
der Trenneinrichtung (8) zur Oberfiache der Trennein- 
richtung (8) mindestens 10 ml/cm 2 betragt und daB ein 
AuBengefflB (12) vorhanden ist, in das die Trennsaule 
(2) und das damit verbundene AuffanggefaB (1 1) ein- 
steckbar sind. 




Primed by Xerox (UK) Business Services 
2.15.7/3.6 



1 



EP 0 940 676 A2 



2 



Beschreibung 

[0001 J Die Erf induing betrifft eine Vorrichtung zur 
Behandlung von Biomolekulen, insbesondere zur Isolie- 
rung von Nucleinsauren, mit einer Trennsaule, die einen 5 
obenseitigen EinlaB und einen untensertigen AuslaB 
aufweist und in der eine Trenneinrichtung angeordnet 
ist, und mit einem AuffanggefaB zum Auffangen der aus 
dem AuslaB austretenden Flussigkeit. 
[0002] Der Nachweis von viralen Nucleinsauren wird w 
auf vielen Gebieten der molekularen Medizin bzw. Dia- 
gnostik immer wichtiger. Verbesserte Therapiestrate- 
gien machen es notwendig, den Virustiter (z.B. bei HIV) 
bis hin zu kleinsten Werten zu verfolgen. Blutproben 
und -spenden mussen hinsichtlich ihrer viralen Bela- 15 
stung untersucht werden, was dazu fGhrt, daB ein sehr 
hohes Probenaufkommen entsteht. Um Aufwand und 
Probenanzahl zu reduzieren, werden Proben vereinigt, 
um zum Beispiel zehn Proben zusammen zu untersu- 
chen. Dies macht es unter anderem notwendig, Vorrich- 20 
tungen und Verfahren zu entwickeln, mit denen grOBere 
Probenvolumina bearbeitet und trotzdem auch Weine 
Virusbelastungen erfaBt werden k6nnen. Ein ahnliches 
Problem stellt sich bei der Isolierung von DNA-Mengen 
aus biologischen Flussigkeiten, beispielsweise Urin, 25 
Liquor etc. 

[0003] Weitere mSgliche Anwendungen sind die spe- 
zifische Bindung und Isolierung von Proteinen oder 
Peptiden, die in niedrigen Konzentrationen in biologi- 
schen Matrizes, z.B. Serum vorkommen und nachge- 30 
wiesen werden mussen. 

[0004] Aus der EP 0 616 638 B1 und der DE 38 43 
610 A1 sind Vor-richtungen bekannt, welche aus einer 
Trennsaule und einem AuffanggefaB bestehen. Die 
Trennsaule weist einen obenseitigen EinlaB fur die Auf- 35 
gabe der Probe und einen untenseitigen AuslaB. der in 
das AuffanggefaB hineinragt, auf. Im unteren Bereich 
der Trennsaule befindet sich eine Trenneinrichtung bei- 
spielsweise in Form von ein- oder mehrstufigen Filtern. 
J Die Trenneinrichtung ist so ausgebildet, daB die zu ao 
gewinnenden Biomolekule adsorptiv an der Trennein- 
richtung gebunden werden. Soweit Inhaltsstoffe z. B. 
aus Zellmaterial gewonnen werden sollen, gehen dem 
gewGhnlich mehrere Schritte zum AufschluB und zur 
Reinigung voraus. Nach der Isolierung werden die Bio- 45 
molekule mittels eines Eluats von der Trenneinrichtung 
abgelGst und in einem gesonderten AuffanggefaB 
gesammelt. Sie stehen dann fur weitere Untersuchun- 
gen zur Verfugung. 

[0005] Bei den bekannten Vorrichtungen sind relativ so 
groBe Elutionsvolumina erforderlich. um die isolierten 
Biomolekule herauszulOsen. Entsprechend gering ist 
die Konzentration der BiomolekOle in dem Eluat. Da in 
den angeschlossenen Detektionsverfahren nur ver- 
gleichsweise geringe Volumina eingesetzt werden k6n- 55 
nen, macht es erhebliche Schwierigkeiten, Weine 
Mengen von Biomolekulen, wie NukleinsAuren zu ana- 
lysieren. 



[0006] Es sind deshalb Versuche unternommen wor- 
den, mit Hilfe von Ultrazentrifugation bzw. Ultrafiltration 
eine Aufkonzentrierung vorzunehmen. Diese Verfahren 
haben sich jedoch nicht besonders bewahrt, da sie 
weniger reproduzierbar sind und zudem einen erhebli- 
chen Gerate- und Zeitaufwand benOtigen. 
[0007] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
Vorrichtung der eingangs genannten Art so auszubil- 
den, daB man ohne separaten Aufkonzentrierungs- 
schritt auch bei groBen Probenvolumina mit einem 
wesentlich geringeren Elutionsvolumen auskommt. 
Gleichzeitig sollen Kreuzkontaminationen sicher ver- 
mieden werden. 

[0008] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch 
gelOst, daB das Verhaitnis von Innenvolumen der Trenn- 
saule oberhalb der Trenneinrichtung zur Oberfiache der 
Trenneinrichtung mindestens 10 ml/cm 2 , vorzugsweise 
mindestens 30 ml/cm 2 betragt, und daB ein AuBenge- 
fSB vorhanden ist. in das die TrennsSule und das damit 
verbundene AuffanggefaB einsteckbar sind. Hierbei 
kann es sich um ein ubliches ZentrifugiergefaB mit 
obenseitiger Offnung und einem Absatz fur die Auf- 
nahme in einer Zentrifuge handeln. Es hat sich gezeigt, 
daB bei dieser Geometrie der TrennsSule wesentliche 
geringere Elutionsvolumina erforderlich sind, um die 
aufgereinigten Biomolekule aus der Trenneinrichtung 
herauszulOsen. Das Volumenverhaitnis zwischen Probe 
und Eluat liegt mindestens bei 8 und kann bis zu 100 
gehen. Es wird also eine Aufkonzentration der Biomole- 
kule im Eluat erzielt, die vorherige oder nachtrfigliche 
Aufkonzentrierungsschrrtte selbst bei geringer Biomole- 
kulkonzentration in der Probe erubrigt und die anschlie- 
Bende Analyse wesentlich erleichtert und zuveriassiger 
macht. Das AuBengeTSB bietet eine h(5he Sicherheit 
gegen Kreuzkontamination, und es dient zudem als Auf- 
fanggefaB bei der Bindung der Biomolekule aus der 
Probe an die Trenneinrichtung und bei nachfolgenden 
Waschschritten. Hierbei fallen vergleichsweise groBe 
Volumina an, welche von dem AuBengefaB aufgenom- 
men werden kdnnen. Fur die Elution der aufgereinigten 
Biomolekule kann dann aufgrund der erfindungs- 
gemaBen Geometrie und der hieraus folgenden gerin- 
gen Eluatmenge ein vergleichsweise Weines 
AuffanggefaB verwendet werden. 
[0009] In Ausbildung der Erfindung ist vorgesehen, 
daB die Oberfiache der Trenneinrichtung unter 0,4 cm 2 , 
vorzugsweise unter 0,3 cm 2 liegt. und zwar bei einem 
Innenvolumen von mindestens 15 ml, vorzugsweise 20 
ml. 

[0010] Grundsatzlich laBt sich die erfindungsgemaB 
Geometrie auch mit zylindrischen Trennsaulen erzielen. 
Damit die Trennsaule kompakt ist, ist es jedoch zweck- 
maBiger, daB sich der innere Querschnitt der Trenn- 
saule von der Trenneinrichtung zum EinlaB hin 
beispielsweise unter Ausformung eines Trichterab- 
schnittes vergrdBert. Dabei kOnnen sich oben- und/oder 
untenseitig an den Trichterabschnitt jeweils Zylinderab- 
schnitte anschlieBen. Die Trenneinrichtung sollte sich 
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auf einem Absatz abstutzen, durch den sich der Quer- 
schnitt des Auslasses verjungt. 

[001 1 ] In besonders bevorzugter Ausbildung weist die 
Vorrichtung ein AuBengefaB auf. in den die Trennsaule 
und das damit verbundene AuffanggefaB einsteckbar 5 
sind. Hierbei kann es sich um ein ubliches Zentrifugier- 
gefaB mit obenseitiger Offnung und einem Absatz fur 
die Aufnahme in einer Zentrifuge handeln. Das AuBen- 
gefaB bietet eine hone Sicherheit gegen Kreuzkontami- 
nation, und es dient zudem als AuffanggefaB bei der w 
Bindung der Biomolekule aus der Probe an die Trenn- 
einrichtung und bei nachfolgenden Waschschritten. 
Hierbei fallen vergleichsweise groBe Volumina an, wel- 
che von dem AuBengefaB aufgenommen werden k6n- 
nen. Fur die Elution der aufgereinigten Biomolekule is 
kann dann aufgrund der erfindungsgemaBen Geome- 
trie und der hieraus folgenden geringen Eluatmenge ein 
vergleichsweise kleines AuffanggefaB verwendet wer- 
den. Vorzugsweise ist das AuBengefaB so dimensio- 
niert. daB die Trennsaule und das damit verbundene 20 
AuffanggefaB im wesentlichen vollstandig in das 
AuBengefaB passen. Dabei sollte das AuBengefaB eine 
Lange haben, die der Lange der Trennsaule und des 
damit verbundenen AuffanggefaBes entspricht und 
beide im AuBengefaB unbeweglich gehalten sind, so 25 
daB es bei der Zentrifugation nicht zu Lageveranderun- 
gen kommt. 

[0012] Das AuBengefaB sollte zweckmaBigerweise 
einen VerschluBdeckel aufweisen, um Trennsaule und 
AuffanggefaB vollstandig einzuschlieBen und somit eine 30 
Barriere gegen Kreuzkontamination zu bilden. Um eine 
Eigenbewegung der Trennsaule zu vermeiden, ist es 
ferner von Vorteil, wenn die Trennsaule und das damit 
verbundene AuffanggefaB zwischen VerschluBdeckel 
und Boden des AuBengefaBes verspannbar ist. Dem 35 
selben Zweck dient es, wenn die Trennsaule einen den 
oberen Rand des AuBengefaBes ubergreif en-den Ring- 
steg aufweist, der zwischen VerschluBdeckel und 
AuBengefaB eingespannt werden kann und damit als 
Abdichtung fungiert. 40 
[001 3] Nach der Erf indung ist ferner vorgesehen, daB 
das AuffanggefaB luftdicht mit der Trennsaule verbind- 
bar ist, um einen Austritt der aufgefangenen Substanz 
zu vermeiden. Das AuffanggefaB kann auf den AuslaB 
der Trennsaule aufsteckbar ausgebildet sein, wobei 45 
hierzu auch ein Adapter zwischengesetzt werden kann. 
[0014] Es versteht sich, daB das AuffanggefaB uber 
einen Deckel verschlieBbar sein soil, damit das die Bio- 
molekule enthaltene Eluat sicher transportiert und gela- 
gert werden kann. Hierzu kann der Deckel in an sich so 
bekannter Weise uber ein Band mit dem AuffanggefaB 
verbunden sein. 

[0015] In der Zeichnung ist die Erf indung an Hand 
eines Ausfuhrungsbeispiels naher veranschaulicht. Es 
zeigt eine Vorrichtung 1 zur Isolierung von viralen 55 
Nucleinsauren. 

[0016] Die Vorrichtung 1 weist eine Trennsaule 2 aus 
einem Kunststoff material auf. welche einen obenseiti- 



gen Zylinderabschnitt 3, einen daran anschlieBenden 
kegelstumpffOrmigen Trichterabschnitt 4 und einen 
unteren Zylinderabschnitt 5 hat, welcher in einem Ring- 
absatz 6 ausiauft, an den sich ein zylindrischer AuslaB 
7 anschlieBt. 

[0017] Auf dem Ringabsatz 6 ruht eine Filterscheibe 
8, die entsprechend den zu isolierenden Biomolekulen 
ausgebildet ist. Hierfur kommen beispielsweise die in 
der EP 0 616 638 B1 offenbarten Filter in Frage. 
[0018] Auf den AuslaB 7 ist eine Adapterhulse 9 auf- 
gesteckt. Auf die Adapterhulse 9 ist ein kleinvolumiges 
mit einem oberen Rand 10 versehenes AuffanggefaB 
1 1 aufgesetzt. wobei die Anlage der innenserte des Auf- 
fangefaBes 1 1 an der AuBenseite der Adapterhulse 9 
luftdicht ist. 

[001 9] Die Einheit aus Trennsaule 2 und AuffanggefaB 
1 1 ist in ein ZentrifugiergefaB 12 eingesetzt. Das Zentri- 
fugiergefaB 12 hat im wesentlichen eine Zylinderwan- 
dung 13, welche untenseitig in einem Kegelabschnitt 14 
mit Boden 15 ausiauft. Auf dem Boden 15 stutzt sich 
das AuffangefaB 1 1 ab. Auf dem oberen Rand des Auf- 
fanggefaBes 11 sitzt ein Ringsteg 16. der den oberen 
Rand der Trennsaule 2 bildet. Die Oberseiten von Zen- 
trifugiergefaB 12 und Trennsaule 2 sind durch einen hut- 
fGrmigen VerschluBdeckel 17 verschlossen, der den 
Ringsteg 16 einWemmt und uber ein Gewinde 18 mit 
dem ZentrifugiergefaB 12 verbunden ist. 
[0020] Mit der vorbeschriebenen Vorrichtung 1 k6n- 
nen virale Nucleinsauren wie folgt gewonnen werden. 
[0021 ] Zwei Milliliter einer Serum- oder Plasmaprobe 
werden mit einem Mehrfachen (Oblicherweise 2-4 x) 
Volumen an Lysispuffer LP1 (hier: 4 ml, LP1: 4.5 M 
Guanidinthiocyanat. 20 mM Tris/HCI pH 6.5, 20 mM 
EDTA pH 8.0. 1 % Triton X100) versetzt. Die Mischung 
wird mehrmals auf- und abpipettiert, gevortext und fur — 
mehrere Minuten bei Raumtemparatur inkubiert. Wenn 
die Lysismischung sichtbare Partikel und/oder Trubun- 
gen aufweist, muB diese fur 5-10 min zentrifugiert wer- 
den. um Feststoffe. die eventuell die Membran 
verstopfen kflnnen, abzutrennen. Wenn sehr kleine 
Mengen Nukleinsaure zu erwarten sind. muB dem 
Lysispuffer zur ErhGhung der Ausbeute unspezifische 
RNA ("carrier RNA": z. Bsp. poly(A)) zugesetzt werden. 
[0022] Zu dem klaren Lysat wird vorteil hafterweise 
eine vergleichbare Menge (Endkonzentration 5-50 %) 
Ethanol (>98%), Isopropanol oder Aceton zugegeben 
(hier: 4 ml) und erneut durch Vortexen grundlich 
gemischt. Danach kann die Mischung in die Trennsaule 
2 eingefullt werden. Die Trennsaule 2 wird dann in ein 
50 ml ZentrifugiergefaB 12 eingesetzt. Die Probe wird 
nachfolgend fur 3 min bei einer Umdrehungsgeschwin- 
digkeit von 1500 rpm zentrifugiert. Die LOsung passiert 
die Filterscheibe 8. wobei Nukleinsauren binden. Der 
Durchlauf wird im ZentrifugiergefaB 12 gesammelt. 
[0023] Die Trennsaule 2 wird anschlieBend mit meh- 
reren Millilitern Waschpuffer WP1 (hier: 3 ml, WP1 : 80% 
1.5 M GTC, 30 mM Natriumcitrat pH 7.2, 20% Ethanol) 
befullt. Der Zentrifugationsschritt wird wie oben 
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. beschrieben wiederholt und der DurchfluB verworfen. 
Durch die Waschschritte mit Ethanol-haltigem WP1 und 
anderen Waschpuffern werden vor allem unerwunschte 
Beglertstoffe von der Rlterscheibe 8 entfernt, wahrend 
die viralen NuWeinsauren gebunden Weiben. 5 
[0024] Die Trennsaule 2 wird jetzt mit Waschpuffer 
WP2 (WP2: 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 50 mM NaCI. 80 % 
Ethanol) befullt. Der Zentrifugationsschritt wird wie 
oben beschrieben durchgefuhrt. der DurchfluB verwor- 
fen und die Waschprozedur noch einmal auf die gleiche 10 
Weise wiederholt. Durch die Waschschritte mit stark 
Ethanol-haltigem Waschpuffer WP2 werden vor allem 
die chaotropen Salze des Lysispuffer von der Rlter- 
scheibe 8 abgewaschen. 

[0025] Vor der Elution kann optional ein weiterer 15 
Waschschritt mit Aceton durchgefuhrt werden, urn 
Ethanolspuren zu entfernen. Manche nachfolgend aus- 
gefuhrten Amplifikationsprozeduren beinhalten Etha- 
nol-sensitive Enzyme, so daf3 die Detektion viraler 
NuWeinsauren in Anwesenheit von Ethanol inhibiert, 20 
wenn nicht ganz verhindert wird. 
[0026] Danach wird die Trennsaule 2 leer weitere 10 
min bei 3000-5000 rpm zentrifugiert. urn Waschpuffer- 
reste bzw. Acetonreste zu entfernen. Zum vollstandigen 
Austrocknen kann die Trennsaule 2 dann noch 5-10 min 25 
bei Raumtemperatur oder 37°C aufbewahrt werden. 
[0027] Vor der Elution wird die Trennsaule 2 in ein fri- 
sches, steriles 50 ml ZentrifugiergefaB 12 uberfuhrt, 
wobei zunachst mrttels der Adapterhulse 9 am unteren 
Auslauf 7 ein 500 nl AuffanggefaB 1 1 luftdicht aufge- 30 
steckt wurde. Jetzt werden 100 \l\ RNase-freies Wasser 
(60°C vortemperiert) direkt auf die Rlterscheibe 8 pipe- 
tiert und fur 1 min inkubiert Durch 3 min Zentrrfugation 
bei 3000 rpm wird die virale NuWeinsauren enthaltende 
Elutionsfraktion in das unter der Trennsaule bef indliche 35 
AuffanggefaB 1 1 uberfuhrt. Dieses wird zur Aufbewah- 
rung der Probe von der Trennsaule 2 abgezogen und 
mit einem Deckel (hier nicht dargestellt) verschlossen. 



ml/cm 2 betragt, vorzugsweise uber 70 ml/cm 2 . 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch. 
gekennzeichnet, daB die Oberfiache der Trennein- 
richtung (8) unter 0.4 cm 2 liegt, vorzugsweise unter 
0,3 cm 2 . 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Innenvolumen 
der Trennsaule (2) mindestens 15 ml, vorzugsweise 
mindestens 20 ml betragt. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4. 
dadurch gekennzeichnet, daB sich der innere 
Querschnrtt der Trennsaule (2) von der Trennein- 
richtung (8) zum EinlaB hin vergr6Bert. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Trennsaule (2) zwischen EinlaB 
und Trenneinrichtung (8) einen Trichterabschnitt (4) 
aufweist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich an den Trichterabschnitt (4) 
oben - undfoder untenseitig jeweils ein Zylinderab- 
schnitt (3. 5) anschlieBt. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB sich die Trennein- 
richtung (8) auf einen Absatz (6) abstutzt, durch 
den sich der Querschnitt des Auslasses (7) ver- 
jungt. 

9. Vorrichtung nach "einem der AnsprOche" 1 bis 8. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Trennsaule (2) 
und das damit verbundene AuffanggefaB (11) im 
wesentiichen vollstandig in das AuBengefaB (12) 
passen. 



PatentansprQche 

1. Vorrichtung (1) zur Behandlung von Biomolekulen, 
insbesondere zur Isolierung von Nucleinsauren, mit 
einer Trennsaule (2), die einen obenseitigen EinlaB 
und einen untenseitigen AuslaB (7) aufweist und in 
der eine Trenneinrichtung (8) angeordnet ist. und 
mit einem AuffanggefaB (11) zum Auffangen der 
aus dem AuslaB (7) austretenden Flussigkeit, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Verhaitnis von 
Innenvolumen der Trennsaule (2) oberhalb der 
Trenneinrichtung (8) zur Oberfiache der Trennein- 
richtung (8) mindestens 10 ml/cm 2 betragt und daB 
ein AuBengefaB (12) vorhanden ist. in das die 
Trennsaule (2) und das damit verbundene Auffang- 
gefaB (11) einsteckbar sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Verhaitnis mindestens 30 



40 10. Vorrichtung nach Anspruch 9. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das AuBengefaB (12) eine Lange 
hat, die der Lange der Trennsaule (2) und des damit 
verbundenen AuffanggefaBes (11) entspricht. 

45 11. Vorrichtung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Trennsaule (2) und das 
damit verbundene AuffanggefaB (11) unbeweglich 
in dem AuBengefaB (12) gehalten sind. 

so 12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11. 
dadurch gekennzeichnet, daB das AuBengefaB 
(12) einen VerschluBdeckel (1 7) aufweist. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
55 zeichnet, daB der VerschluBdeckel (17) hutfOrmig 
ausgebildet ist. wobei ein Ringsteg als Oberstand 
den oberen Endbereich des AuBengefaBes (12) 
Oberdeckt. 
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14. Vorrichtung hach einem der AnsprOche 1 bis 13. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Trennsaule (2) 
und das damit verbundene AuffanggefaB (11) zwi- 
schen VerschluBdeckel (17) und Boden (15) des 
AuBengefaBes (12) verspannbar ist , 

15. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Trennsaule (2) 
einen den oberen Rand des AuBengefaBes (12) 
Obergrerfenden Ringsteg (1 6) aufweist r 

16. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB das AuffanggefaB 
(11) luftdicht mit der Trennsaule (2) verbindbar ist. 

n 

17. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB das AuffanggefaB 
(11) auf den AuslaB (7) der Trennsaule (2) aufsteck- 
barist. 

2C 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB auf den AuslaB (7) der Trennsaule 
(2) ein Adapter (9) aufgesetzt ist der zu dem Auf- 
fanggefaB (11) paBt. 

25 

19. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB das AuffanggefaB 
(1 1) Ober einen Deckel verschlieBbar ist. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 30 
zeichnet, daB der Deckel Ober ein Band mit dem 
AuffanggefaB (11) verbunden ist 
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